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于 气相 色谱 法 -质谱 法 联 用 技术 的 急性 热 应 激 肉鸡 血清 物质 代谢 组 学 研究 ! 


mae Ses F E OA W 刘 德 义 * 
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(安徽 科技 学 院 动物 科学 学 院 ， 滁 州 233100) 
摘 要 : 本 研究 则 在 运用 气相 色谱 法 -质谱 法 联 用 (GC-MS) 技术 分 析 急 性 热 应 激 肉 鸡 血 清 
物质 代谢 组 学 变化 , 鉴定 出 差异 代谢 物 和 差异 代谢 通路 ， 从 代谢 组 学 层次 揭示 肉鸡 急性 热 应 
激 的 营养 物质 代谢 途径 变化 的 发 生机 制 。 试 验 选择 20 只 35 日 龄 爱 拔 益 加 (AA〉 肉鸡 ， 随 


机 均 分 为 2 组, 每 组 5 个 重复 ， 每 个 重复 6 只 鸡 。 对 照 组 按 常 规 饲 养 标准 温度 饲养 ， 热 应 激 


组 于 (3241) 'C 下 饲养 , 均 持续 12 h。 翅 下 静脉 采血 2 mL， 分 离 血清 ， 经 衍生 化 处 理 ， 运 
用 GC-MS 技术 获得 2 组 肉鸡 血清 代谢 图 谱 ， 对 试验 收集 的 数据 进行 代谢 物 主 成 分 分 析 和 偏 
最 小 二 乘法 分 析 ， 鉴 定 差异 代谢 物 并 进行 差异 代谢 通路 富 集 分 析 。 结 果 表 明 : 利用 GC-MS 
技术 ， 在 肉鸡 血清 中 共 检 测 到 144 种 代谢 物 ， 筛 选 出 30 种 差异 代谢 物 [变量 权重 值 (VIP)>1， 
P<0.05]。 其 中 延 胡 索 酸 、 羟 丁 酸 、 丙 氨 酸 等 14 种 代谢 物 含量 上 调 [差异 倍数 (FEC)>1]， 草 酸 、 
苹果 酸 、 二 羟基 丙酮 等 16 种 代谢 物 含量 下 调 〈FC<1)。 代 谢 通路 富 集 分 析 表 明 机 体 三 羧 酸 
循环 、 半 乳糖 代谢 、 丙 酸 代谢 、 脂 肪 酸 生物 合成 等 代谢 通路 发 生 显著 改变 (P<0.05 或 P<0.01)。 
由 此 可 见 ， 肉 鸡 发 生 急 性 热 应 激 时 血清 代谢 物 和 物质 代谢 途径 发 生 显著 改变 。 鉴 定 的 30 种 
差异 代谢 物 和 7 种 差异 代谢 通路 可 作为 标志 物 用 于 揭示 急性 热 应 激 的 发 病 机 理 。 
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研究 表明 ， 肉 鸡 饲养 环境 温度 达到 32 'C 时 即 可 发 生 显著 的 热 应 激 反 应 由 。 肉 鸡 为 满足 
适应 高 温 环境 的 需要 , 机体 主动 改变 体内 多 种 物质 的 代谢 , 以 维持 机 体高 温 环境 下 的 热平衡 。 
热 应 激 危 害 的 程度 与 热 应 激 引 起 机 体 营养 物质 吸收 、 代 谢 改变 密切 相关 所 。 国 内 外 研究 者 看 
究 肉 鸡 发 生 热 应 激 时 血清 部 分 生化 指标 的 变化 , 初步 证 实 了 热 应 激发 生 时 机 体 体内 营养 物质 
吸收 、 代 谢 发 生 了 显著 的 变化 E9。 但 这 些 数据 无 法 从 整体 上 系统 全 面 的 揭示 机 体重 要 营 
物质 吸收 、 代 谢 状况 ,对 发 生 热 应 激 时 的 差异 性 代谢 标志 物 以 及 代谢 通路 改变 的 情况 仍 无 法 
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得 知 ， 阻 碍 了 从 调控 营养 物质 吸收 、 代 谢 的 角度 来 缓解 热 应 激 危 害 的 思路 。 代 谢 组 学 研究 能 
借助 高 通 量 分 析 技 术 更 直接 、 准 确 和 系统 地 反映 机 体 多 种 生命 存续 状态 下 机 体 体 内 代谢 物 的 
总 和 。 利用 代谢 组 学 技术 鉴定 疾病 发 生 过 程 中 的 特异 性 生物 标志 物 , 可 为 疾病 的 早期 诊断 和 
提出 针对 性 的 治疗 措施 提供 依据 59。 检 测 肉鸡 热 应 激 时 血清 全 部 小 分 子 物 质 的 组 成 轮廓 有 


助 于 进一步 揭示 热 应 激 引 起 肉鸡 危害 的 机 制 , 但 尚 缺 乏 采 用 代谢 组 学 方法 分 析 肉 鸡 热 应 激 时 


青 全 部 代谢 物 的 变化 的 研究 。 因 此 ， 本 研究 拟 采用 气相 色谱 法 -质谱 法 联 用 (gas 


ue 


chromatography-mass spectrometry, GC-MS) 技术 ， 结 合 模 式 识别 方法 研究 急性 热 应 激 时 肉 
鸡 
鸡 热 应 激发 生机 制 ， 为 早期 诊断 和 防治 热 应 激 提 供 新 思路 。 


青 代谢 组 学 变化 ， 鉴 定 热 应 激发 生 时 肉鸡 差异 代谢 物 及 代谢 通路 的 变化 , 进一步 阐明 肉 


ut 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 设计 


一 


鸡 舍 使 用 前 1 周 按照 清洁 消毒 程序 进行 处 理 , 分 别 用 电子 加 热 器 和 加 湿 器 进行 温 控 和 温 


控 。 试 验 开始 时 ， 购 进 的 爱 拔 益 加 《〈《AA) 商品 肉鸡 按照 饲养 标准 适应 性 饲养 至 28 日 龄 ， 选 


FE 60 只 健康 AA 肉鸡 ， 随 机 分 为 标准 饲养 组 (对 照 组 ) 和 热 环 境 饲养 组 〈 热 应 激 组 ) 2 组 ， 


每 组 5 个 重复 ， 每 个 重复 6 只 鸡 ， 于 同一 笼 饲养 。 继 续 适 应 性 饲养 7 d 至 肉鸡 35 日 龄 开始 


正式 试验 。 对 照 组 肉鸡 饲养 舍 内 继续 按照 饲养 标准 设 定 的 温度 饲养 ， 热 应 激 组 饲养 售 内 温度 


调 至 (3241) ‘C， 均 持续 12 h。 饲 养 舍 内 相对 湿度 均 控 制 在 (6045) %。 基 础 饲 粮 组 成 及 


营养 水 平 见 表 1。 


o 表 1 MARL IEA 


ms 


物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 


原料 含量 营养 水 平 含量 
Ingredients Content Nutrient levels”) Content 
玉米 Corn 63.80 代谢 能 ME/(MI/kg) 12.02 
豆粕 Soybean meal 28.00 粗 蛋 白质 CP 19.80 
鱼粉 Fish powder 2.50 #5 Ca 0.90 
磷酸 毛 钙 CaHPO4 1.40 总 人 TP 0.67 


氧化 钠 NaCl 0.30 RAR Lys 1.02 


> 
T 
Shee 


预 混 料 Premix” 4.00 蛋氨酸 + 半 胱 胺 酸 ~Mett+Cys 0.76 


1 


frit Total 100.00 
) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 The premix provided the following per kilogram of the diet: Mn 66 mg, Zn 
44mg, Cu9 mg, Fe 50mg, 10.4 mg, VA 7 000 1U, VD; 875 IU, VE20 mg, VK3 1 mg, VBi2 mg, VB24.5 
mg, D-izW£f5 D-calcium pantothenate 12 mg， 烟 酸 nicotinic acid 50mg, VB6 2.5 mg, VB 0.6 mg. 
2 营养 水 平 为 计算 值 。Nutrient levels were calculated values. 
12 样品 制备 
试验 开始 12 h 后 ， 分 别 从 每 重复 《〈 笼 ) 肉鸡 中 随机 抽取 2 只 鸡 ， 每 组 共 抽 取 10 只 鸡 用 了 


试验 ， 单 侧 翅 下 静脉 一 次 性 采集 非 抗 凝血 2 mL。 血 液 置 于 4 'C 冰 箱 12 h， 再 置 于 37 C 水 浴 锅 


温 育 20 min, 4°C., 3 000 r/min 离心 10 min， 收 集 血 清 ， 待 测 。 


1.3 ”样本 前 处 理 


WRM L-2-SK-4E WAR (0.3 mg/mL) 按照 1:5 比例 放 入 离心 管 流 涡 10 s 充分 混 匀 。 添 


N 加 按照 2:1 ER ECB A PREA ZARA 150 pL 析出 蛋白 质 ， 置 于 -20 ‘CIR Bink 10 


min; 借助 超声 波 作 用 完成 提取 后 再 次 于 -20 C FZ LEE 10 min, 15000 r/min 低温 离心 10 


min, WX 150 uL 上 清 挥 干 后 加 入 80 uL 15 mg/mL 甲 氧 胺 盐酸 吡啶 溶液 完成 脖 化 反应 ; 加 入 


80 uL 含 1% 三 甲 基 氧 硅烷 (TMCS) 的 N,O- 双 (三 甲 基 硅烷 基 ) 三 氟 乙 酰胺 (BSTFA) 衍生 试 


剂 和 20 uL 的 正己 烷 , 于 70 反应 60 min。 采 用 GC-MS 仪 对 取出 后 放置 于 室温 条 件 下 30 min 
= 的 样品 进行 代谢 组 学 分 析 。 


1.4 GC-MS% 


气相 色谱 飞行 时 间 质 谱 联 用 仪 (7890A-5975C, Agilent 公司 ， 美 国 ) 用 于 本 次 试验 数据 


采集 。 制 备 好 的 样品 采用 无 分 流 模式 注入 GC-MS 系统 ， 经 DB-5MS 毛细 管 柱 分 离 后 进行 质 


谱 检 测 。 以 流速 1.0 mL/min 高 纯 氨 气 为 载 气 。 升 如 程序 为 50~125 °C, 15 'C/min; 125-210 C, 


5 'C/min; 210-270 °C, 10 ‘C/min; 270-305 °C, 20 ‘C/min; 305 CHF 5 min。 进 样 口 温度 、 


Ha Se HSE. RP UW 260. 230 CH 70 V。 质 量 扫 描 范 围 (m/z) 50-600, 


5 min 后 以 20 谱 A 开始 采集 信号。 
1.5 质 控 样本 
试验 以 2 组 AA 肉鸡 血清 样品 提取 物 充分 混合 制备 质 控 样本 。 采 用 相同 的 方法 处 理 和 检 
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测 制备 好 的 质 控 样 本 。 仪 器 分 析 操 作 过 程 中 , 每 5 个 分 析 样 本 中 插入 1 个 质 控 样本 ， 以 验证 
本 次 试验 分 析 过 程 的 准确 性 和 重复 性 。 
1.6 数据 分 析 


GC-MS 的 原始 数据 经 ChromaTOF 软件 (v 4.34, LECO 公司 , 美国 ) 进 行 预 处 理 ， 导 出 包 


括 样 品 信息 、 保 留 时 间 - 质 核 比 和 质谱 响应 强度 的 三 维 数据 矩阵 CSV 格式 的 文件 。 去 除 内 标 


峰 以 及 假 阳 性 峰 (包括 噪音 、 柱 流失 和 衍生 物化 试剂 峰 )， 并 进行 去 见 余 和 峰 合 并 ， 分 析 样 


本 得 到 144 个 代谢 物 。 样 本 质谱 峰 的 响应 强度 归 一 化 后 的 数据 矩阵 导入 SIMCA-P+14.0 软件 


包 ， 采 用 主 成 分 分 析 法 PCA) 和 偏 最 小 二 乘法 〈PLS-DA) 分 析 各 样本 之 间 的 总 体 分 布 、 


分 析 过 程 的 稳定 性 和 各 组 间 代 谢 轮 廊 的 总 体 差 异 ， 鉴 定 组 间 差 异 代 谢 物 。PLS-DA 分 析 中 ， 


变量 权重 值 (variable important in projection, VIP) 大 于 1 的 变量 被 认为 是 差异 变量 。 通 过 7 


次 循环 交互 验证 分 析 法 以 及 200 次 响应 排序 检验 分 析 法 防止 试验 分 析 模 型 过 拟 合 。 
1.7. 代谢 物 的 鉴定 


结合 PLS-DA 多 维 分 析 和 + 检验 的 单 维 分 析 方 法 筛选 对 照 组 与 热 应 激 组 2 组 组 间 差 异 代 


谢 物 (VIP>1，P<0.05)。 差 异 代 谢 物 鉴定 时 ，GC-MS 工作 站 软件 自动 把 本 试验 中 检测 到 的 


每 种 物质 的 特征 离子 片段 谱 的 质 荷 比 和 丰 度 与 NIST 数据 库 、Feihn 代谢 组 学 数据 库 标准 代 


谢 物质 进行 比 对 ， 其 标准 物质 选择 标准 要 求 匹 配 度 超过 7096. 
1.8 代谢 通路 富 集 分 析 


使 用 MBRole 数据 库 Chttp://csbg.cnb.csic.es/mbrole/) 的 ID 转换 功能 ， 获 取 差 异 代 谢 物 


的 KEGG 数据 库 Chttp://www.genome.jp/kegg/pathway.html) 的 物质 ID; 结合 2 个 数据 库 的 


通路 分 析 和 通路 富 集 功 能 , 鉴别 出 对 照 组 与 热 应 激 组 2 组 肉鸡 血清 中 表现 出 来 的 显著 差异 代 
谢 通 路 ， 下 载 数 据 库 生成 的 代谢 通路 图 和 肉鸡 热 应 激 时 代谢 通路 富 集 分 析 柱 状 图 。 


2 结 R 


2.4 2 组 血清 样品 的 GC-MS 图 谱 


1 显示 了 对 照 组 和 热 应 激 组 2 组 肉鸡 具有 代表 性 的 血清 样品 的 GC-MS 检 测 总 离子 流 


图 。 图 中 显示 本 试验 过 程 中 仪器 收集 血清 代谢 物质 的 信号 较 强 , 生成 的 峰 保 留 时 间 和 容量 均 


能 达到 试验 要 求 。 将 血清 检测 质谱 图 与 NIST 数 据 库 标 准 质谱 图 对 比 ， 其 匹配 程度 超过 70% 


的 代谢 物 共 144 种 。 结 合 多 元 统计 和 单 维 统计 的 方法 分 析 热 应 激 组 与 对 照 组 2 组 间 肉 鸡 血清 代 
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谢 物 差异 ， 描 绘 代谢 组 学 特征 。 
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Fig. 


22 ”多 元 统计 分 析 


2.2.1 PCA 分 析 


6.67 10.00 13.33 16.67 20.00 23.33 26.67 30.00 33.33 


保留 时 间 Retention time (min) 保留 时 间 Retention time(min) 


1 


图 1 GC-MS 检测 获得 的 对 照 组 CA) 和 热 应 激 组 B) 总 离子 流 图 


A total ion chromatograms (TICs) of control group (A) and heat-stressed group (B) by 


GC-MS analysis 


图 2 显示 了 2 组 1 


清 代谢 物 的 PCA 分 析 结 果 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 有 效 样本 属于 95% 的 置信 


区 间 范 围 。PCA 分 析 显 示 其 解释 率 较 高 / 强 (R2x=0.514>0.5〉， 证 实 该 分 析 模 型 可 靠 丰 。 由 图 
可 见 , 对 照 组 与 热 应 激 组 主要 分 布 在 不 同 的 象限 , 说 明 对 照 组 和 热 应 激 组 有 一 定 的 组 间 差 异 


性 ， 各 试验 组 间 的 差异 性 是 真实 存在 的 。 


PY 
V AS2 


tH) 


图 2 血清 样品 GC-MS 的 PCA 得 分 图 


Fig2 PCA score scatter plots of serum samples 
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2.2.2 PLS-DA 分 析 


为 了 消除 与 分 类 不 相关 的 噪音 信息 ， 在 PCA 模 型 的 基础 上 上， 建立 了 PLS-DA 模 型 
CR2x=0.808，R2v=0.936，Q2=0.738) ， 进 一 步 分 析 对 照 组 与 热 应 激 组 血清 代谢 模式 的 变化 。 


Q:=-0.738>0.5 表 示 模 型 具有 较 好 的 判别 分 析 能 力 m。PLS-DA 模 型 得 分 图 〈 图 3) ER, WK 


组 与 热 应 激 组 2 组 肉鸡 血清 代谢 物 在 主 成 分 坐标 轴 上 分 离 较 好 ， 差 异 确实 存在 。 
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图 3 血清 样品 GC-MS 的 PLS-DA 得 分 图 


Fig.3 PLS-DA score scatter plots of serum samples 


采用 200 次 响应 排序 的 方法 对 模型 的 稳健 性 进行 考察 ， 结 果 见 图 4， 其 中 


R?=0.771>0.5，Q=-0.314<0， 说 明 此 模型 是 稳健 可 靠 的 。 
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4 使 用 200 次 响应 法 对 PLS-DA 进行 验证 的 点 图 


Fig4 Validation plots of PLS-DA with 200 permutation 


2. ”差异 代谢 物 鉴定 

通过 PLS-DA 分 析 后 ， 并 根据 VIP 之 1 及 检验 的 P<0.05 的 相对 变量 标准 分 析 结 果 ， 将 代 
谢 物 的 峰 面 积 进行 归 一 化 处 理 ， 经 过 相对 定量 ， 筛 选 出 30 种 差异 代谢 物 (VIP>1，P<0.05)。 
其 中 延 胡 索 酸 、3- 羟 丁 酸 、 丙 氨 酸 等 14 种 代谢 物 含量 上 调 [ 差 异 倍数 (EC)>1]， 草 酸 、 苹 果 酸 、 
二 羟基 丙酮 等 16 种 代谢 物 含量 下 调 (FC<1)〈 表 1)。 


表 2 ”对照 组 和 热 应 激 组 差异 代谢 物 鉴 定 


Table 2 Identification of significantly different metabolites of control group and heat-stressed group 


代谢 物 保留 时 间 变量 权重 值 。 差异 倍数 P fü 
Metabolites RT/min VIP FC P-value 
延 胡 索 酸 Fumaric acid 6.88 3.49 21.92 <0.001 
E 3-32 J K 3-hydroxybutyric acid 6.23 1.68 19.12 <0.001 
N- 甲 基 -DL- 丙 氨 酸 N-methyl-DL-alanine 6.40 1.19 3.53 <0.001 
苹果 酸 Malic acid 11.62 1.04 0.42 <0.001 
2-¥4 J IR 2-hydroxybutanoic acid 5.86 1.14 3.22 <0.001 
油 酸 Oleic acid 24.79 1.01 2.51 <0.001 
2-T R= 2-butyne-1,4-diol 8.87 3.02 0.00 <0.001 
WAAR Alanine 10.37 2.29 6.32 0.001 
顺 -1,2- 二 氧 -1,.2- 蔡 二 醇 6.10 2.24 0.00 0.002 
cis-1,2-dihydronaphthalene-1,2-diol 
二 羟基 丙酮 Dihydroxyacetone 11.42 2.57 0.28 0.002 
2- 氮 基 -2- 甲 基 -1,3- 丙 二 醇 10.86 2.32 0.27 0.006 
2-amino-2-methylpropane- 1 ,3-diol 
iE Sucrose 29.28 1.22 0.25 0.007 
= 草酸 Oxalic acid 5.89 1.77 0.42 0.009 
> 丙 二 酰 胶 Malonamide 6.51 2.20 7.76 0.010 
i 2-Wi LZ SERERE 2-deoxyerythritol 10.04 1.95 0.00 0.015 
肌 栈 Inosine 28.64 2.06 0.00 0.015 
N- 甲 基 茶 胺 N-methylaniline 10.21 1.89 0.00 0.016 
ZAMAN Dihydrosphingosine 26.36 1.44 0.19 0.020 
ULT Sarcosine 5.97 1.67 0.69 0.020 
标 榈 油 酸 Palmitoleic acid 32.89 1.95 1.86 0.023 
HAR Oxamic acid 16.15 1.91 0.48 0.029 
LERZ Acetanilide 29.02 1.44 3.12 0.032 
MRHAR Nicotinoylglycine 9.05 1.93 4.10 0.035 
正二 十 四 烷 Tetracosane 5.66 1.62 1.13 0.043 
p-H sese H m BS 10.04 1.15 0.13 0.044 


Beta-mannosylglycerate 
2- 脱 氧 葡萄 糖 2-deoxy-glucose 25.81 1.05 4.50 0.042 
ALBEE SLAF Galactinol 21.78 1.20 0.10 0.033 
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苏 式 羟 天 冬 氨 酸 15.61 2.16 0.08 0.026 
Threo-beta-hydroxyaspartate 

花生 四 烯 酸 Arachidonic acid 26.56 1.14 2.48 0.007 
对 羧基 葵 乙 且 4-hydroxybenzyl cyanide 20.19 1.74 2.14 0.045 


差异 倍数 >1， 代 表 对 照 组 该 代谢 物 含量 高 于 热 应 激 组 。 尸 值 由 上 检验 获得 。 


FC values greater than 1 mean that metabolite in control group was more than that in heat-stressed group. P-values 


were obtained by t-test. 


2.4 相关 代谢 通路 富 集 分 析 
相关 代谢 通路 富 集 分 析 结 果 见 图 3。 其 中 热 应 激 对 三 羧 酸 循环 代谢 通路 影响 极 显著 


(P<0.01)， 对 丙 酸 盐 代 谢 通 路 影响 次 之 (P<0.01)， 此 外 ， 代 谢 通 路 富 集 分 析 还 表明 半 乳 糖 


代谢 、 精 氨 酸 和 膊 氨 酸 代谢 、 乙 醛 酸 和 二 羧 酸 代 谢 、 脂 肪 酸 生物 合成 和 不 饱和 脂肪 酸 生 物 合 
成 代谢 通路 在 急性 热 应 激 过 程 中 也 均 发 生 显著 变化 〈P<0.05 )。 


30 


4og(p-value) 
m 


1: 三 羧 酸 循环 ，2: 丙 酸 盐 代谢 ，3: 半 乳 糖 代 谢 ，4: CRRA CRI. 5: 脂肪 酸 生物 合成 ，6: 


不 饱和 脂肪 酸 生物 合成 ; 7: 精 氮 酸 和 膊 氛 酸 代谢 。 
1: TCA cycle; 2: propanoate metabolism; 3: galactose metabolism; 4: glyoxylate and dicarboxylate 


metabolism; 5: fatty acid biosynthesis; 6: biosynthesis of unsaturated fatty acids; 7: arginine and proline 


metabolism. 
图 5 代谢 通路 富 集 分 析 
Fig.5 Metabolic pathway enrichment analysis 
3 W ie 


热 应 激 时 机 体 在 高 环境 温度 中 为 适应 外 界 环境 会 引起 机 体 营 养 物质 吸收 、 代 谢 的 改变 。 
研究 表明 ， 热 应 激 时 机 体 部 分 组 织 的 基因 转录 、 和 蛋白 质 表达 方面 发 生 了 显著 的 变化 ， 但 
上 上述 变化 是 如 何 最 终 引 起 机 体 代 谢 通 路 的 变化 及 最 终 代 谢 物 的 变化 不 得 而 知 。 本 研究 利用 
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GC-MS 技 术 共 鉴 定 出 肉鸡 血清 中 144 种 代谢 物 ， 其 中 差异 代谢 物 30 种 。 通 过 代谢 通路 富 集 分 


析 发 现 ， 三 羧 酸 循环 代谢 通路 发 生 了 最 显著 的 变化 。 同 时 ， 丙 酸 盐 代 谢 、 半 乳糖 代谢 、 脂 肪 


酸 生物 合成 等 代谢 通路 也 发 生 显著 改变 。 


3.1 ”能量 代谢 异常 


肉鸡 发 生 热 应 激 时 ， 机 体 需 要 动员 自身 能 量 适 应 外 界 环境 。Hu 等 60 研 究 表明 ， 热 应 激 


CC 


可 通过 调节 细胞 全 


量 代谢 如 改变 细胞 腺 音 酸 活化 蛋白 激酶 (AMPK ) 活 性 发 挥 抗 热 应 激 作用 。 


此 外 , 热 应 激 时 其 线粒体 功能 受到 影响 , 产生 脂 质 过 氧化 产物 可 抑制 三 羧 酸 循环 过 程 中 酶 以 


及 呼吸 链 复合 酶 的 活性 号 急 。 本 试验 通过 代谢 通路 富 集 分 析 发 现 


， 三 羧 酸 循环 代谢 通路 发 


生 了 最 显著 的 变化 。 这 提示 热 应 激 时 机 体 三 羧 酸 循环 代谢 过 程 中 一 些 酶 的 活性 可 能 发 生 显 蓝 


改变 , 从 而 导致 该 循环 的 一 些 代谢 中 间 产 物 如 延 胡 索 酸 无 法 正常 ; 


入 循环 参与 代谢 引起 体内 


该 类 物质 含量 发 生 显著 变化 。 同 时 ， 血 清 中 苹果 酸 含量 显著 降低 ， 


提示 热 应 激发 生 时 ， 其 对 


三 羧 酸 循环 中 由 延 胡 索 酸 生成 苹果 酸 的 步骤 影响 更 为 显著 。 因 此 ， 可 通过 在 饲 粮 中 添加 三 羧 


酸 循环 的 中 间 代 谢 物质 改善 三 羧 酸 循环 效率 ， 提 高 肉鸡 抗 热 应 激 的 能 力 。 


热 应 激 导 致 机 体能 量 消 耗 增多 ,代谢 速 率 加 快 ， 并 下 调 果 糖 和 甘露 糖 代谢 [3 的。 本 试验 


研究 表明 ， 热 应 激 时 肉鸡 血清 中 糖 代谢 通路 相关 代谢 物 ， 如 莽 糖 、 赤 沪 糖 醇 、B- 甘 露 糖 等 含 


ai 


显著 降低 ， 表 明 热 应 激 导 致 机 体能 量 代 谢 异 常 ， 机 体 需 加 速 分 解 糖 类 从 而 提供 更 多 能 量 ， 


以 对 抗 应 激 状 态 。 刀 -核糖 是 5- 磷 酸 核糖 和 其 他 含有 该 单 糖 代谢 物 的 前 体 ， 而 5- 磷 酸 核糖 为 合 


成 RNA 和 DNA 的 原料 。 肉 鸡 热 应 激 时 血清 中 忆 - 核 糖 的 含量 显著 升 高 。 因 此 推测 热 应 激 过 程 


中 DNA 合 成 的 减少 可 能 与 D- 核 糖 含量 无 关 ， 而 与 由 D- 核 糖 合 成 DNA 过 程 失 去 控制 有 关中。 


此 外 ，D- 核 糖 参 与 机 体 腺 苷 酸 如 ATP 合 成 与 再 生 ， 进 而 维持 心脏 和 骨骼 肌 的 能 量 平衡 。 这 与 


Gu 等 09 报 道 不 一 致 ， 可 能 与 热 应 激 维持 的 时 间 长 短 有 关 。 此 外 ， 


肌肉 中 代谢 肌 酸 可 增加 肌 


糖 原 含量 ， 从 而 提高 热 应 激 肉 鸡 的 散热 能 力 00。KEGG 路 径 富 集 后 进一步 分 析 表 明 ， 三 羧 酸 


循环 发 生 了 显著 改变 , 且 乙 醛 酸 和 二 羧 酸 代谢 在 热 应 激 中 也 表现 出 异常 。 这 与 乙 醛 酸 代谢 通 


路 产生 的 柠檬 酸 盐 和 琥珀 酸 盐 , 在 生物 氧化 呼吸 链 反 应 中 充当 催化 剂 ， 二 羧 酸 转运 蛋白 又 可 


将 柠檬 酸 、 琥 珀 酸 等 物质 转运 到 胞 内 参与 能 量 的 合成 ， 进 而 调控 


3.2 ” 脂 质 代谢 异常 


fe CH KOI, 


高 温 环境 致使 肉鸡 基础 代谢 率 发 生 显著 变化 ， 腹 脂 作 为 额外 


能 量 贮存 形式 沉积 增多 


C— 
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(8-191。 本 研究 结果 发 现 ， 热 应 激 肉鸡 血清 中 羟 丁 酸 、 油 酸 、 棕 榈 油 酸 等 多 种 脂 质 代谢 的 相关 


指标 有 显著 差异 ， 说 明 肉 鸡 热 应 激发 生 时 脂 质 代谢 出 现 紊 乱 ， 这 与 Xiong 等 PY 的 研究 结果 一 


致 。 此 外 ， 肉 鸡 热 应 激 时 采 食 量 下 降 导致 能 量 缺 乏 ， 进 而 引起 机 体 动员 周围 组 织 脂肪 供 能 。 


力 低 于 肝 中 合成 酮 体 量 ， 导 致 酮 体 类 物质 显 


症 P0。 本 研究 结果 表明 ， 热 应 激 肉 鸡 


此 时 如 生成 的 脂肪 酸 进 入 肝脏 经 B- 氧 化 生成 大 量 酮 体 ,不 能 被 机 体 肝 外 组 织 充分 利用 ， 进入 
液 循环 后 引起 高 酮 
说 明 肉 鸡 热 应 激 时 1 


清 中 羟 丁 酸 的 含量 显著 升 高 ， 


于 脂肪 大 量 动员 供 能 ,大 量 的 脂肪 酸 进 入 体内 ， 肝 外 组 织 利用 酮 体 的 能 


著 增 加 P]。 


机 体 中 油 酸 、 标 榈 油 酸 、 花 生 四 烯 酸 等 是 动物 体内 不 饱和 脂肪 酸 存在 的 重要 形式 。 油 酸 
可 提高 动物 机 体能 量 代谢 效率 , 通过 调节 动物 体内 脂 类 物质 代谢 相关 酶 的 活性 发 挥 脂 类 分 解 


和 沉积 的 作用 请 - 约 。 棕 榈 油 酸 在 体内 发 挥 调 节 和 葡萄 糖 代 谢 和 脂 质 特别 


综合 上 述 物质 含量 的 变化 规 得 


和 脂肪 酸 合 


BGR ELAR UR 


3.3 ”氨基 酸 代谢 异常 


= 


? 


时 还 可 调节 脂 酶 的 活 全 


AE ATH 


酰 甘 油 的 合成 ， 同 


EP。 花 生 四 烯 酸 除 作 为 磷脂 结合 的 结构 直接 调节 脂 类 代谢 外 , 还 可 以 


通过 白细胞 三 烯 、 血 栓 烷 素 A2、 前 列 腺 素 E2 的 间接 途径 发 挥 调 节 脂 质 代 谢 作 用 B9。 试 验 表 


明 肉 鸡 热 应 激 时 血清 多 种 不 饱和 脂肪 酸 含量 显 


著 增加 , 可 能 是 机 体 为 应 对 热 应 激 时 能 量 代谢 


的 需要 而 出 现 的 短暂 的 上 升 ， 也 是 脂肪 定向 沉积 的 搬运 形式 。 上 述 结果 提示 ， 饲 粮 中 通过 添 


加 具有 促进 脂肪 代谢 的 不 饱和 酸 有 利于 减少 热 应 激 时 脂肪 代谢 紊乱 的 发 生 。 


EE， 经 KEGG 路 径 分 析 表 明 ， 热 应 激 肉 鸡 血清 中 饱和 和 不 饱 


碳 架 结构 和 氨 是 氨基 酸 在 体内 分 解 的 最 
氨 以 含 氮 代谢 废物 的 形式 排 


增加 ， 推 测 可 能 是 丙 氨 酸 看 


的 重要 途径 R74。 肉鸡 发 生 热 应 激 时 ,机体 


通路 均 发 生 了 显著 变化 。 因 此 ,揭示 脂 质 代 谢 通路 特别 是 饱和 和 不 饱和 脂肪 合 
肉鸡 热 应 激 代谢 机 制 的 又 一 重要 研究 课题 。 


终 形 式 。 碳 架 结构 可 继续 参与 机 体 糖 、 脂 代谢 ， 


体外 。 本 研究 结果 显示 ， 热 应 激 肉鸡 血清 中 丙 氨 酸 的 含量 显著 


需要 调整 体内 能 量 代谢 过 程 来 适应 高 温 环境 ， 作 为 


能 量 的 提供 形式 ， 和 葡萄 糖 的 消耗 伴随 大 量 丙酮 酸 的 生成 ,为 了 维持 能 量 持续 供给 ， 此 时 需要 


两 氨 酸 代谢 通路 的 参与 馈 。 此 外 ,机 体内 精 氮 酸 、 且 氮 酸 可 通过 氨基 酸 转化 途径 生成 谷 氮 酰 


腕 ， 然 后 在 两 氨 酸 转 氮 酶 作用 下 ， 脱 去 氨基 生成 三 羧 酸 循环 途径 的 重要 中 间 物 质 o- 酮 戌 二 酸 
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中 ,通过 脱 氮 基 作用 ， 丙 氨 酸 迅速 转变 为 丙酮 酸 促进 机 体内 三 羧 酸 供 
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RETRAIT] HEFT PP! 血清 中 天 冬 氨 酸 含量 在 本 试验 过 程 中 呈现 显著 下 降 的 趋势 。 热 应 激 影 响 了 


机 体 的 血液 循环 系统 , 机 体 通过 消耗 大 量 的 天 冬 氨 酸 向 心肌 输送 钾 离 子 、 镁 离子 增强 心肌 收 


缩 功 能 ， 降 低 氧 耗 , 减轻 热 应 激 对 心肌 的 危害 。 此 外 ， 肉 鸡 热 应 激 时 需要 消耗 大 量 的 葡萄 糖 


供 能 对 抗 热 应 激发 生 的 危害 ， 此 时 ， 生 糖 氨基 酸 如 天 冬 氨 酸 通过 糖 异 生 途径 生成 葡萄 糖 ， 绥 


解 机 体 代 谢 过 程 中 葡萄 糖 含量 不 足 的 问题 BI。 热 应 激 时 氨基 酸 代谢 特征 分 析 表 明 , 饲 粮 中 添 


加 一 些 具有 生 糖 或 促进 能 量 物质 吸收 的 氨基 酸 有 助 于 热 应 激 的 防 控 。 


另外 ， 经 KEGG 数 据 库 查 阅 发 现 ， 除 丙 酸 盐 代 谢 通路 (KEGG 数 据 库 Id 号 gga00640) 发 


生 显 著 改变 外 ,机 体 精 氨 酸 、 膊 氨 酸 代谢 也 参与 热 应 激 反应 过 程 。 肉 鸡 热 应 激 时 机 体 蛋 白质 


分 解 代谢 增强 ,为 避免 此 时 产生 的 氨 对 机 体 造 成 危害 ,需要 及 时 排出 体外 ， 而 精 氨 酸 是 体内 


氨 排 出 过 程 的 重要 中 间 代 谢 物 。 腊 氨 酸 是 机 体内 重要 渗透 压 调 节 物 质 ， 其 代谢 通路 变化 可 能 


与 机 体 热 应 激 时 脱水 引起 的 机 体内 环境 渗透 压 的 改变 有 密切 关系 。 此外, ARAARA 


成 和 代谢 与 肠 道 功能 密切 相关 , 其 代谢 通路 异常 可 能 与 肠 道 在 肉鸡 急性 热 应 激 过 程 中 有 重要 


影响 有 关 。 今后 通过 加 强 精 氨 酸 和 有 氨 酸 在 热 应 激 肉 鸡 肠 道 功 能 的 影响 ,， 有 助 于 为 揭示 急性 


肉鸡 热 应 激发 生机 理 和 防治 肉鸡 急性 热 应 激 提 供 新 线索 。 


4 结 论 


(D 本 试验 应 用 GC-MS 技 术 的 代谢 组 学 方法 研究 了 肉鸡 热 应 激 时 血清 中 小 分 子 代 


谢 物 的 改变 ， 共 有 30 种 差异 代谢 物 被 鉴别 出 ， 其 中 14 种 物质 上 调 ，16 种 物质 下 调 ， 说 明 热 应 


激 时 肉鸡 为 适应 高 温 环境 其 营养 物质 代谢 发 4 


了 显著 的 变化 。 


HT 


D IU ROTA, SPAM. KREWE ARAA 
代谢 通路 等 发 生 显著 改变 。 
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Metabonomics 
Study on Serum Substance Metabolomics in Acutely Heat-Stressed Broilers Using Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry Technique 
HE Shaojun DING Jinxue LI Jing HU Hong LIU Deyi" 

(College of Animal Science, Anhui Science and Technology University, Chuzhou 233100) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the changes of serum substance 
metabolomics in broilers during acute heat stress using gas chromatography-mass spectrometry 
(GC-MS) technique, and the identified differential metabolites and metabolic pathways were used 
to explore the metabolic mechanisms of nutrient metabolism pathway changes of acutely 
heat-stressed broilers. Twenty 35-day-old Arbor Acres (AA) broilers were randomly divided into 
two groups with 5 replicates per group and 6 broilers per replicate. The control group was fed at 
normal feeding standard temperature, and the heat stress group was fed at (32+1) °C, both for 12 
hours. Blood samples were collected from inferior wing vein, and the separated serum was 
derivative, serum metabolic profiles of two groups were obtained by GC-MS technique. Analytical 


methods of principal component and supervised partial least squares discriminant were used to 


analyze the resultant data, the differential metabolites and metabolic pathways enrichment analysis 
were conducted. The results showed that 144 metabolites were determined in serum of broilers by 
GC-MS technique, thirty differential metabolites were screened out [variable important in 
projection (VIP)>1, P<0.05]. The contents of fourteen metabolites such as fumaric acid, 
oxybutyric acid and alanine were up-regulated [fold change (FC)>1], the contents of 16 
metabolites such as oxalic acid, malic acid and dihydroxyacetone were down-regulated (FC«1). 
Through the metabolic pathway enrichment analysis, it was found that tricarboxylic acid cycle, 
galactose metabolism, propionate metabolism, fatty acid biosynthesis and other pathways were 
significant changed (P<0.05 or P<0.01). In conclusion, serum metabolites and substance 
metabolic pathway have significant change during acutely heat stress in broilers, and the identified 
30 metabolites and 7 metabolic pathways may be used as metabolic biomarkers for the 


pathogenesis of acute heat stress. 


Key words: broilers; heat stress; metabonomics; tricarboxylic acid cycle; fatty acid biosynthesis 
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